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This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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IV 
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V 




VI 
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Name and mailing address of the IPEA/EP 
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INTERNATIONAL PREL^ARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE00/01674 



I. Basis of the report ^ 

I r With regard to the elements of the international application:* 
| — | the international application as originally filed 
the description: 

1-16 

pages _ — 

pages . 

pages , — ■ 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



-21 



, as originally filed 



, as amended (together with any statement under Article 19 

5 filed with the demand 



, filed with the letter of 




, as originally filed 
, filed with the demand 




as originally filed 
, filed with the demand 



□ the sequence listing part of the description: 
pages 
pages 

P a S es , 

- i « all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
, With regard to the language aU ^^^^^ indicated under this item. which is: 

^^^^^^^ ^is Authority in the following language ----- 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 

I 3 With laMto any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
I 3 ' ^n^c^^"^ carried out on the basis of the sequence listing: 
contained in the international application in written form, 
filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form. 

been furnished. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

14. □ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages 

[ | the claims, Nos 

| | the drawings, sheets/fig . 



since they have been considered to go 
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International application No. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 




I . Statement 

1-21 YES 
Nnveltv nvn Claims ± 

Claims NO 

1 — 21 YES 
Inventive step (IS) Claims _ 

pljaimo NO 

1 — 21 YFS 
Industrial applicability (1A) Claims . 

Claims NO 




2. Citations and explanations 

This report makes reference to the following documents: 

Dl: WO-A-99/13102 
D2: WO-A-94/04918 
D3: EP-A-0 794 261 

The subject matter according to Claim 1 meets the 
requirements of PCT Article 33(2) and (3). 
D3 is regarded as the closest prior art. D3 describes a 
method for the identification and discrimination of 
various analytes within a test sample using nucleic acid 
probes which are complementary to various target 
sequences. These probes carry various fluorescence markers 
and enable probes/target sequence complexes to be 
identified (see claims and examples) . 

In contrast to that, the subject matter of the present 
application is a method for marking and identifying which 
describes the identification of at least one 
identification sequence with at least two probes 
(completely or not completely complementary to the 
identification sequence) which have melting points that 
are to be distinguished from each other. 

The subject matter of the present application can also be 
used for identifying a plurality of identification 


Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ELIMI 

4} 



International application No. 
/DE 00/01674 



sequences in a sample. 

The problem to be solved by the present application 
therefore appears to be that of providing an 
identification method which permits the identification of 
a target sequence using at least two probes. 
The use of nucleic acid target sequences for marking 
substances is already disclosed by the prior art. Dl, for 
example, describes the identification (page 5, line 28 ff) 
of identification sequences using primer combinations, 
wherein only a single specific primer combination leads to 
exponential amplification of the identification sequence 
(page 9, line 24 ff ) . D2 also describes an identification 
method using nucleic acid identification sequences which 
contain 3' and 5' constant primer binding regions (page 27) 
and whose amplification products can be identified via 
hybridization or sequencing (page 28, line 12 ff) . 
The prior art does not, however, suggest the use of probes 
which distinguish one or more different target sequences 
using completely or not completely complementary 
hybridization . 

A person skilled in the art therefore would not have 
anticipated modifying the identification methods known 
from the prior art in such a way that he or she would have 
arrived at the subject matter according to Claim 1. 

Dependent Claims 2 to 21 also meet the requirements of PCT 
Article 33(2) and (3) for this reason. 

The advantage of the method according to the invention is 
that all the identification sections used for marking can 
be amplified and identified in a single reaction substance 
(clear from the description, page 4, lines 1-4). 
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International application No. 
PJ^DE 00/01674 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii) , the description does not 
cite D3 or indicate the relevant prior art disclosed 
therein . 
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VIII. Certain observations on the international application 



International application No. 
Pfii^DE 00/01674 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. Claims 8, 9 and 11 do not meet the requirements of 
PCT Article 6. The claims describe the use of 
coupling groups A, B, C, D-Z. Merely listing the 
coupling groups does not provide any significant 
information, since the letters A, B, C, D-Z do not 
denote any technical features. 



2. Claim 13 does not meet the requirements of PCT 
Articles 5 and 6. It is not discernable to what 
extent the nucleic acid sequences enclosed in 
particle P can be made available to the claimed 
identification method . 
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VERTRAGittfeER DIE INTERNATIONALE ZU^^IENARBEIT 
f^TDEM GEBIET DES PATENTWOTPNS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

401087GA-EH-we 


_.__ RF<; S iehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
wci i cnco Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 00/01674 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

22/05/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

22/07/1999 


Anmelder 

NOVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro iibermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt __3 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I - ] Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
' — 1 Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 
b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
P~j in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mlt der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung, daft das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
— internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | D ie Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. | ] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

ryi wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

^ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mlt der Zusammenfassung zu verOffentlichen: Abb. Nr 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [Q kelne der Abb " 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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VERTRAG UBERM INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM 

W3EBIET DES PATENTWES«B 



PCT 



RECD 2 7 NOV 2CC1 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFl jl^<3§BERiqKJr " 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
401087GA- 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/01674 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Ar\n\e\deda\\jm(Tag/Monat/Jahr) 
22/05/2000 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
22/07/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder natlonale Klassifikation und IPK 
C12Q1/68 



Anmelder 

NOVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



Dieser Internationale vorlaufige Priifungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtl.n.en zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 

II 
III 

IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



H Grundlage des Berichts 

□ Prioritat 

□ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

□ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erlinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

□ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

IS Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

IS Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einretchung des Antrags 
13/02/2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Beh6rde: 

Europaisches Patentamt 

/S\ D-80298 Munchen 

^y' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
22.11.2001 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Mueller, F 

Tel. Nr. +49 89 2399 7722 
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INTERNATIONALER VOR 
PRUFUNGSBERICHT 



R^l 



UFIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01 674 



I. Grundlage des Berichts 

1 Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Beschreibung, Seiten: 



1-16 



ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

-j_21 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/10-10/10 ursprungliche Fassung 



unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfiigung bzw. warden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der international vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3 Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosaures jquenz ist die 
VES^J!^ PrQfung auf der Grundlage des Sequenzprotoko.ls durchgefuhrt worden, das. 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

n Die Erklarung daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

SffenSmngsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt h.nausgeht, wurde vorge.egt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01 674 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-21 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -21 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-21 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen-und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestlmmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII- Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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PRUFUNGSBER1CHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01 674 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Article 35 hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: WO9913102 A 
D2: WO9404918 A 
D3: EP794261 A 

Der Gegenstand ds Anspruchs 1 erfullt die Anforderungen von Artikel 33(2) und 33(3) 
PCT. 

D3 wird als nachstliegender Stand der Technik angesehen. D3 beschreibt ein 
Verfahren zur Erkennung und Unterscheidung von verschiedenen Analyten in einer 
Probe unter der Verwendung von zu verschiedenen Zielsequenzen komplementaren 
Nukleinsauresonden. Diese verwendeten Sonden tragen verschiedene 
Floureszenzmarker und erlauben die Erkennung von Sonden/Zielsequenzkomplexen 
(siehe Anspriiche und Beispiele). 

Im Unterschied dazu hat die vorliegenden Anmeldung ein Markierungs- und 
Erkennungsverfahren zum Gegenstand, welches die Erkennung von mindestens einer 
Indentifizierungssequenz mit mindestens zwei Sonden (vollstandig und nicht vollstandig 
komplementar zur Identifizierungssequenz) beschreibt, die voneinander zu 
unterscheidende Schmelzpunkte aufweisen. 

Der Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist weiterhin zur Erkennung von einer 
Vielzahl von Identifizierungsequenzen in einer Probe anwendbar. 
Das zu losende Problem der vorliegenden Anmeldung scheint daher die Bereitstellung 
eines Erkennungsverfahrens zu sein das unter Verwendung von mindestens zwei 
Sonden die Indentifizierung einer Zielsequenz ermoglicht. 

Die Verwendung von Nukleinsaurezielsequenzen zur Markierung von Substanzen ist 
bereits im Stand der Technik offenbart. So beschreibt z.B.: D1 die Erkennung (Seite 5, 
Zeile 28ff.) von Identifizierungsequenzen mit Hilfe von Primerkombinationen, wobei nur 
eine einzige spezifische Primerkombination zur exponentiellen Amplifizierung der 
Identifizierungssequenz fuhrt (Seite 9, Zeile 24 ff.). D2 beschreibt ebenfalls ein 
Erkennungsverfahren mit Hilfe von Nukleinsaureerkennungsequenzen welche 3' und 5' 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01674 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

konstante Primerbindungsregionen beinhalten (Seite 27) und deren 
Amplifizierungsprodukte uber Hybridisierung oder Sequenzierung (Seite 28, Zeile 12 ff.) 
identifiziert werden konnen. 

Im Stand der Technik ist jedoch keinerlei Hinweis fur die Verwendung von Sonden, 
welche uber vollstandige und nicht-vollstandige komplementare Hybridisierung eine 
oder mehrere verschiedene Zielsequenzen unterscheidbar machen zu finden. 
Der Fachmann hatte daher weder Veranlassung gehabt die im Stand der Technik 
bekannten Erkennungsverfahren so zu modifizieren, dass er zum Gegnstand des 
Anspruchs 1 gelangt ware. 

Deshalb kann neben Neuheit auch erfinderische Tatigkeit fur den Gegenstand des 
Anspruchs 1 anerkannt werden. 

Der selben Begrundung folgend erfullen die abhangigen Anspruche 2-21 ebenfalls die 
Erfordernisse von Artikel 33(2) und 33(3) PCT. 

Der Vorteil des erfindungsgemassen Verfahrens besteht darin, dass samtliche zur 
Markierung verwendeten Identifizierungsabschnitte in einem einzigen Reaktionsansatz 
amplifizierbar und identifizierbar sind (ersichtlich aus der Beschreibung, Seite 4, Zeile 
1-4). 



Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in dem Dokument D3 offenbarte einschlagige Stand der 
Technik noch dieses Dokument angegeben. 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Die Anspruche 8,9 und 1 1 erfullen nicht die Erfordernisse von Artikle 6 PCT. 

Die Anspruche beschreiben die Verwendung von Kopplungsgruppen A,B,C,D-Z. 
Die Benennung der Kopplungsgruppen sind inhaltslos, da keine technischen 
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Merkmale mit den Buchstaben A,B,C,D-Z verbunden werden konnen. 



2. Anspruch 13 erfiillt nicht die Erfordernisse von Artikel 5 und 6 PCT. 
Es ist nicht ersichtlich inwieweit in Partikel P eingeschlossene 
Nukleinsauresequenzen dem beanspruchten Identifizierungsverfahren zuganglich 
gemacht werden konnen. 
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JENT COOPERATION TRE^ 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
03 May 2001 (03.05.01) 


International application No. 
PCT/DE00/01674 


Applicant's or agent's file reference 

401087GA-EH-we 


International filing date (day/month/year) 
22 May 2000 (22.05.00) 


Priority date (day/month/year) 
22 July 1999 (22.07.99) 


Applicant 

BERTLING, Wolf et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

13 February 2001 (13.02.01) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| 

□ 



was not 
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== (54) Title: METHOD FOR MARKING SOLID, LIQUID AND GASEOUS SUBSTANCES 

= (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR MARKIERUNG VON FESTEN, FLUSSIGEN UND GASFORMIGEN SUBSTANZEN 

53 (57) Abstract: The invention relates to a method for marking and identifying solid, liquid and gaseous substances (Sl-n). In order 
gg to cany out said marking, at least one nucleic acid sequence is selected from a first group of predefined nucleic acid sequences 
S5 (Nl-n) respectively possessing an identification sequence section (IDSl-n) and is added to the substance (Sl-n). In order to carry 
= out identification, a second group of other nucleic acid sequences (N* 1-n) is provided, whereby said nucleic acid sequences respec- 
|§ tively posses a detection sequence section (EDP1 -n) which is complementary to one of the identification sequence sections (IDS 1 -n). 
= First melting points of the hybrids which are formed from the identification sequences (IDSl-n) with the complementary detection 
S sequence sections (IDPl-n) differ by a maximum of 5 °C and second melting points of hybrids which are not fully complementary, 
— formed from the identification sequence sections (IDSl-n) and detection sequences (IDPl-n), are lower by more than 5 °C than the 
lowest first melting point. For identification purposes, the nucleic acid sequences selected from the first group (Nl-n) are brought 
into contact with the other nucleic acid sequences (N' 1-n) from the second group in predefined hybridization conditions and said 
M hybridization is detected. 



O 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Markierung und Identifizierung von festen, tlussigen und gas- 
formigen Substanzen (Sl-n), wobei zur Markierung aus einer ersten Gruppe vorgegebener jeweils einen Identifizierungssequenz- 
abschnitt (IDSl-n) aufweisenden Nukleinsauresequenzen (Nl-n) mindestens eine ausgewahlt und zur Substanz (Sl-n) hinzugefugt 
wird, wobei zur Identifizierung eine zweite Gruppe weitere Nukleinsauresequenzen (N* 1-n) vorgesehen ist, die jeweils einen zu ei- 
nem der Identifizierungssequenzabschnitte (IDSl-n) komplementaren Nachweissequenzabschnitt (IDPl-n) aufweisen, wobei erste 
Schmelzpunkte von aus den Identifizierungssequenzabschnitten (IDS 1-n) mit dem dazu komplementaren Nachweissequenzabschnit- 
ten (IDPl-n) gebildeten, Hybriden sich um hochstens 5°C voneinander unterscheiden und zweite Schmelzpunkte von aus den Iden- 
tifizierungssequenzabschnitten (IDSl-n) und Nachweissequenzabschnitten (IDPl-n) gebildeten nicht vollstandig komplementaren 
Hybriden um mehr als 5°C niedriger sind als der niedrigste der ersten Schmelzpunkte und wobei zur Identifizierung die aus der ersten 
Gruppe ausgewShlte/n Nukleinsauresequenz/en (Nl-n) mit den weiteren Nukleinsauresequenzen (N*l-n) der zweiten Gruppe unter 
vorgegebenen Hybridisienmgsbedingungen in Kontakt gebracht und die Hybridisierung nachgewiesen wird. 
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Verfahren zur Markierung von £esten, flussigen und gasformi- 
gen Substanzen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Markierung von fe- 
sten, flussigen und gasf ormigen Substanzen. 

Nach dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren be- 
kannt, bei denen zur Markierung ^ukleinsauresequenzen benutzt 
werden . 

Bei dem aus der WO 90/14441 bekannten Verfahren wird eine 
vorgegebene spezifische Nukleinsauresequenz amplif iziert und 
anschlieSend identif iziert . - Eine komplexe Markierung nach 
Art eines Codes ist damit nicht realisierbar . 

In der WO 91/17265 ist ein Verfahren zur Markierung eines Ma- 
terials mit Mikrospuren von DNA beschrieben. Die in gering- 
sten Mengen vorhandene DNA wird durch eine PCR amplif iziert . 
Die Identif izierung der DNA erfolgt durch Sequenzierung . Der 
Nachweis der zur Markierung eingesetzten DNA ist langwierig 
und aufwendig. 

Bei den in der US 5,866,336 offenbarten Verfahren wird durch 
Energie-Transf er zwischen Donor- und Akzeptor-Molekiilen eine 
Ausbildung in^a- oder intermolekularer Hybride nachgewiesen. 

Bei der WO 94/04918 wird zur Markierung einer Fliissigkeit ei- 
ne an einen Partikel gebundene Nukleinsaure benutzt. Die Nu- 
kleinsaure wird amplif iziert und z.B. mittels einer radioak- 
tiven Markierung identif iziert . 

Bei dem aus der WO 95/02702 bekannten Verfahren werden ver- 
schiedene Nukleinsauren in Kombination mit verschiedenen Par- 
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tikeln verwendet. Damit lafit sich ein komplexer Markie- 
rungscode erzeugen. Zur Identif izierur a werden die Nuklein- 
sauren mittels PCR, ggf . in Kombinatio; -nit einer Sequenzie- 
rung, amplif iziert . Zur Identif izierung des Codes ist weiter- 
hin eine Identif izierung der Partikel und eine Kombination 
mit den aus den Identif izierungen gewonnenen Inf ormationen 
erf orderlich. 

Die US 5,656,731 beschreibt eine Markierung von Antikorpem 
mittels Nukleinsauren. Das Vorliegen des gesuchten Antikor- 
pers wird nach einem vorhergehenden SelaktionsprozeS anhand 
eines Nachweises der Nukleinsaure vorgenommen. Die Nuklein- 
saure wird dazu amplif iziert . 

Eine Markierung von polymeren Substanzen ist in der US 
5,708,153 beschrieben. Dabei wird gleichzeitig mit der Syn- 
these der polymeren Substanz eine die Synthese protokollie- 
rende Nukleinsaure synthetisiert . Zur Identif izierung der Zu- 
sammensetzung der polymeren Substanz wird die Nukleinsaure 
amplif iziert und sequenziert. 

Die bekannten Verfahren sind kosten- und zeitaufwendig . So- 
weit eine Sequenzierung zur Identif izierung der Markierung 
erf orderlich ist, ist die Benutzung eines komplexen Markie- 
rungscodes oder die Identif izierung einer Markierxinc aus ei- 
ner Vielzahl von Markierungen nur mit au£ersten Schwierigkei- 
ten moglich. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren anzugeben, mit 
dem eine Vielzahl von Substanzen eindeutig markiert sowie 
schnell und kostengiinstig identif iziert werden konnen. 
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Diese Aufgabe wird duch die Merkmale des Anspruchs 1 gelost. 
ZweckmaEige Ausgestaltungen ergeben sich axis den Merkmalen 
der Anspruche 2 bis 21. 

Nach MaEgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur Markierung 
und Identif izierung von festen, fliissigen und gasformigen 
Substanzen vorgesehen, wobei zur Markierung aus einer ersten 
Gruppe vorgegebener jeweils einen Markierungssequenzabschnitt 
aufweisender Nukleinsauresequenzen mindestens eine ausgewahlt 
und zur Substanz hinzugefugt wird, 

wobei zur Identif izierung eine zweite Gruppe weiterer Nu- 
kleinsauresequenzen vorgesehen ist, die jeweils einen zu ei- 
nem der Identif izierungssequenzabschnitte komplementaren 
Nachweisseguenzabschnitt aufweisen, 

wobei erste Schmelzpunkte von aus den Identif izierungsse- 
quenzabschnitten mit den dazu komplementaren Nachweissequenz- 
abschnitten gebildete Hybride sich um hochstens 5°C voneinan- 
der unterscheiden und 

zweite Schmelzpunkte von aus den Identif izierungssequenzab- 
schnitten und Nachweissequenzabschnitten gebildete nicht 
vollstandig k^mplementare Hybride um mehr als 5°C niedriger 
sind als der niedrigste der ersten Schmelzpunkte und 

wobei zur Identif izierung die aus der ersten Gruppe ausge- 
wahlte/n Nukleinsauresequenz/en mit den weiteren Nukleinsau- 
resequenzen der zweiten Gruppe unter vorgegebenen Hybridisie- 
rungsbedingungen in Kontakt gebracht und die Hybridisierung 
nachgewiesen wird. 
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Das Verfahren kann einfach, schnell und kostengiinstig durch- 
gefiihrt werden. Es ist moglich, samtliche zur Markierung ver- 
wendeten Identif izierungsabschnitte in einem einzigen Reakt- 
ionsansatz zu amplif izieren und zu identif izieren. 

Unter Nukleinesauresequnezen werden hier sowohl einzel- als 
auch doppelstrangige Sequnzen verstanden, die im wesent lichen 
aus Nukleinsauren bestehen. 

Nach einem Ausgestaltungsmerkmal befindet sich der Identifi- 
zierungssequenzabschnitt zwischen zwei Primerbindungssequenz- 
abschnitten. - In diesem Fall kann die Nukleinsauresequenz 
einzelstrangig sein. Eine Amplif ikation ist beispielsweise 
mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) einfach moglich. 

Nach einer weiteren Ausgestaltung weisen jeweils zwei Nu- 
kleinsaureseguenzen einen Teilabschnitt eines gemeinsamen 
Identif izierungssequenzabschnitts an ihrem 5 • -Ende auf und an 
den Teilabschnitt ist ein Primerbindungssequenzabschnitt ge- 
bunden. Bei dieser Ausgestaltungsf orm ist der Identif izie- 
rungssequenzabschnitt zunachst nicht vorhanden, sondern wird 
erst wahrend der Amplif izierungsreaktion erzeugt. Vorteilhaf^ 
terweise sind dabei die Teilabschnitte teilweise komplementar 
zueinander. - Das erhoht die Sicherheit der Markierung. 

ZweckmaSigerweise weisen die Primerbindungssequenzabschnitte 
den gleichen Schmelzpunkt auf. Das ermoglicht eine gleichzei- 
tige Amplif izierungsreaktion der Nukleinsauresequenzen in ei- 
nem einzigen Reaktionsansatz . 

Die Nukleinsauresequenzen konnen, vorzugsweise mittels PCR 
und unter Verwendung f luoreszierender Primer, amplif iziert 
werden. Zur Verbesserung der Stabilitat der Markierung ist 
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vorteilhaf terweise vorgesehen, dafi die Nukleinsauresequenzen 
an mindestens einem Ende mit einem Stoff verbunden sind, wel- 
cher einem durch Exonuklease bedingten Abbau entgegenwirkt . 

Zur Erzeugung komplexer Markierungen konnen die Nukleinsaure- 
sequenzen mit einer spezifischen Kopplungsgruppe versehen 
sein. Die Kopplungsgruppe kann aus der folgenden Gruppe aus- 
gewahlt sein: Biotin-, Amino-, Thiol-Gruppe oder Hapten. Mit- 
tel der Kopplungsgruppe kann die damit versehene Nukleinsau- 
resequenz spezifisch gebunden und/oder ggf . auch identif i- 
ziert werden. 

Zur Identif izierung konnen auch weitere Primerbindungsse- 
quenzabschnitte verwendet werden. Jeder Primerbindungsse- 
quenzabschnitt kann anhand einer daran gebundenen spezifi- 
schen fluorophoren Gruppe eindeutig identif iziert werden. 

Zur weiteren Erleichterung der Identif izierung kann an die 
Nukleinsauresequenz ein eine fluorophore Gruppe tragendes Mo- 
lekul gebunden sein. 

Insbesondere bei Verwendung identischer Identif ikationsse- 
quenzabschnitte konnen zur Identif izierung auch weitere Pri- 
merbindungssequenzabschnitte verwendet werden. Jeder der Pri- 
merbindungssequenzabschnitte kann anhand einer daran gebunde- 
nen spezifischen fluorophoren Gruppe eindeutig identif iziert 
werden . 

Als zweckmaSig hat es sich erwiesen, die Nukleinsauresequenz 
an die Substanz zu binden und als Substanz einen der folgen- 
den Stoff e zu verwenden: Antikorper, Lektine, Rezeptoren, Nu- 
kleotid-Sequenzen, PNA-Sequenzen, Peptide, Proteine, Zucker, 
Liganden. Als besonders vorteilhaf t wird es angesehen, die 
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Nukleinsauresequenzen an Partikel zu binden oder darin einzu- 
schliefien. Die Partikel konnen eine Grofie von 30 nm bis 3 mm 
aufweisen. Sie sind vorteir ._fterweise Silica-, Polystryol-, 
Polyvinylchlorid-, Polyethylen, Nylon- oder Glasmilch- 
Partikel. Das Partikel kann aber auch ein virales Kapsid oder 
ein virus-like-Partikel sein.- Die Verwendung von Nukleinsau- 
resequenzen tragenden Partikeln ist besonders vorteilhaft, 
weil aufgrund der Gr6£e der Partikel eine Sortierung und Iso- 
lierung beispielsweise in einem Partikel-Sortierer mfiglich 
ist. Das Partikel kann als Trager einer Markierung an die zu 
markierende Substanz gebunden sein. 

Zur Identifizierung hat es sich als vorteilhaft erwiesen, da£ 
jede der weiteren Nukleinsauresequenzen an einem vorgegebenen 
Ort einer festen Oberflache, vorzugsweise auf einem Chip, ei- 
ner Mikrotiterplatte oder Folie, gebunden ist. Das ermoglicht 
eine Entschliisselung komplexer Markierungscodes oder einer 
Vielzahl von Codes in einem einzigen Verf ahrensschritt . 

Die Hybridisierung eines Identif izierungssequenzabschnitts 
mit einem komplementaren Nachweissequenzabschnitt kann mit- 
tels Fluoreszenz nachgewiesen werden. Die vorgeschlagene 
Identifizierung ist besonders einfach erkennbar. 

Nach einer weiteren Ausgestaltung ist vorgesehen, daS minde- 
stens zwei Nukleinsauresequenzen als Markierung der Substanz 
zugefugt werden. Dadurch kann mit einer geringen Anzahl un- 
terschiedlicher Identif izierungssequenzabschnitte ein komple- 
xer Code bereitgestellt werden. 



Die Nukleinsauresequenzen und/oder die weiteren Nukleinsaure- 
sequenzen werden vorzugsweise synthetisch hergestellt. 
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Anstatt der Nukleinsauresequenzen bzw. der weiteren Nuklein- 
sauresequenzen konnen auch Chimare aus Nukleinsauren und Nu- 
kleinsaureanaloga, wie PTO oder PNA, verwendet werden. Solche 
Chimare weisen eine erhohte Stabilitat gegeniiber einem enzy- 
mathischen Abbau auf . 

Nachfolgend werden anhand der Zeichnung Ausfiihrungsbeispiele 
der Erfindung naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 a - e die Amplif ikation einer ersten Nukleinsaurese- 
quenz , 

Fig. 2 a - e die Amplif ikation zweier zweiter Nukleinsaure- 
sequenzen, 

Fig. 3 a - d die Identif ikation einer ersten Nukleinsaure- 
sequenz mittels "molecular beacons " , 

Fig. 4 die Markierung eines Identif izierungssequenz- 

abschnitts, 

Fig. 5 a mit fluorphoren Gruppen markierte Nukleinsau- 

resequenzen, 

Fig. 5 b, c einen Detektor mit den weiteren Nukleinsaure- 
sequenzen, 

Fig. 6 a - d die Selektion und Identif izierung dritter Nu- 
kleinsauresequenzen , 



Fig. 7 a - f 



die Herstellung eines komplexen Codes, 
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Fig. 8 a - d die Herstellung von Markierungs-Partikeln, 

Fig. 9 a - d die Markierung von Molekiilen mit Markierungs- 
Partikeln gemaS Fig. 8 und 

5 

Fig. 10 die Selektion und Identif izierung von mit Mar- 

kierungs-Partikeln markierten Substanzen. 

In den Fig. 1 a - e ist eine erste Nukleinsauresequenz N(I)1 
10 und deren Amplif ikation schematisch dargestellt. Die erste 
Nukleinsauresequenz N(I)1 weist an ihrem 3 1 -Ende einen ersten 
Primerbindungssequenzabschnitt PBS1 und an ihrem 5' -Ende ei- 
nen zu einem zweiten (hier nicht gezeigten) Primerbindungsse- 
11 quenzabschnitt PBS2 komplementaren zweiten Primerbindungsse- 

^ 15 quenzabschnitt PBS 1 2 auf . Zwischen dem ersten PBS1 und dem 

zweiten komplementaren Primerbindungssequenzabschnitt PBS ' 2 
befindet sich ein Identif izierungsequenzabschnitt IDS. 

Zur Amplif ikation wird die erste Nukleinsauresequenz N(I)1 
20 mit einem ersten Primer PI und einem zweiten Primer P2 in 
Kontakt gebracht. Der erste PI und der zweite Primer P2 hy- 
bridisieren mit dem dazu komplementaren ersten Primerbin- 
dungssequenzabschnitt PBS1 bzw. zweiten Primerbindungsse- 
quenzabschnitt PBS2 . Durch Polymerase werden der erste PI und 
^ 25 der zweite Primer P2 verlangert; es wird ein zum Identif izie- 

rungssequenzabschnitt IDS komplementarer Identif izierungsse- 
quenzabschnitt IDS' gebildet (Fig. 1c) . Der zweite Primer P2 
bindet dann an die komplementare Nukleinsauresequenz N'(I)1 
(Fig. Id) . Durch die Polymerase wird nun eine doppelstrangige 
30 DNA gebildet, welche den Identif izierungssequenzabschnitt IDS 
enthalt (Fig. le) . 
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Bei dem in den Fig. 2 a - e gezeigten Ausfiihrungsbei spiel ist 
der Identif izierungssequenzabschnitt IDS zunachst nicht vor- 
handen. Eine zweite Nukleinsauresequenz N(II)1 weist an ihrem 
5* -Ende den ersten Primerbindungssequenzabschnitt PBS1 auf . 
Daran gebunden ist ein Teilabschnitt IDS-A des gemeinsamen 
Identif izierungsequenzabschnitts IDS. Eine weitere zweite Nu- 
kleinsauresequenz N(II)2 weist an ihrem 3 ' -Ende den zweiten 
Primerbindungssequenzabschnitt PBS2 auf. Daran ist ein zwei- 
ter Teilabschnitt IDS-B des Identif ikationssequenzabschnitts 
IDS gebunden. Der erste Teilabschnitt IDS-A und der zweite 
Teilabschnitt IDS-B sind abschnittsweise komplemtar zueinan- 
der . 

Die Amplifikation ist in den Fig. 2b - e gezeigt. Der erste 
Primer PI und der zweite Primer P2 binden an die dazu jeweils 
komplementaren Primersequenzabschnitte PBS1 bzw. PBS2 . Durch 
Polymerase werden die komplementaren Sequenzen des ersten 
IDS-A und des zweiten Teilabschnitts IDS-B synthetisiert 
(Fig. 2c). Diese Syntheseprodukte konnen in weiteren Zyklen 
mit ihren 3 ' -Enden hybridisieren (Fig. 2d) und verlangert wer- 
den (Fig. 2e) . Es entsteht als Produkt eine Nukleinsaurese- 
quenz, welche den vollstandigen Identif izierungssequenzab- 
schnitt IDS auf weist. 

Bei dieser Verf ahrensvariante konnen vorteilhaf terweise im 
Bereich des ersten PBS1 und zweiten Primerbindungssequenzab- 
schnitts PBS2 Nukleinsaure-Analoga, wie z.B. PNA oder PTO, 
verwendet werden. Solche Nukleinsaure-Analoga weisen eine er- 
hohte Stabilitat gegemiber einem enzymatischen Abbau auf. Zur 
weiteren Erhohung der Stabilitat kann auch das 5 1 -Ende der 
Nukleinsauresequenz mit einem Stoff gekoppelt werden, der ei- 
nen 5 ' -Exonukl ease- Abbau verhindert. Als Stoff e eignen sich 
dazu z.B. PNA oder PTO. 
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Die Primerbindungssequenzabschnitte PBS1, PBS2 sind vorteil- 
hafterweise so gewahlt, da£ die Amplif ikationsreaktion in ei- 
nem engen Tempera turbereich durchgefuhrt werden kann. Dazu 
werden die Primerbindungssequenzabschnitte PBS1 bzw. PBS2 so 
gewahlt, daS sich ihre Schmelzpunkte um hochstens 5° Celsius 
voneinander unterscheiden. Um die Spezifitat der Identif izie- 
rungsreaktion zu erhohen ist es vorteilhaft, dafi der Schmelz- 
punkt der Primerbindungssequenzabschnitte PBS1 bzw. PBJ2 bei 
einer Bildung von nicht vollstandig komplementaren Hybriden 
um mehr als 5° Celsius unterhalb des niedrigsten Schmelz- 
punkts eines vollstandig komplementaren Hybrids liegt. Da- 
durch wird die Bildung unspezif ischer Hybride wahrend der Am- 
plif izierung unmdglich gemacht. 

Zur Identif izierung der Markierung wird der Identif izierungs- 
sequenzabschnitt IDS mit einem dazu vollstandig komplementa- 
ren Nachweissequenzabschnitt hybridisiert . Um die Spezifitat 
der Identif izierungsreaktion zu erhohen ist vorgesehen, da£ 
samtliche Identif izierungssequenzabschnitte IDS mit den dazu 
komplementaren Nachweissequenzabschnitten IDP erste Schmelz- 
punkte aufweisen, die sich vorzugsweise um nicht mehr als 5° 
Celsius voneinander unterscheiden. Zur weiteren Erhohung der 
Spezifitat ist vorgesehen, daS jeder Schmelzpunkt eines nicht: 
vollstandigen Hybrids mit einem Identif izierungssequenzab- 
schnitt IDS mehr als 5° Celsius unterhalb des niedrigsten 
Schmelzpunkts vollstandig komplementarer Hybride liegt. 

Zur weiteren Vereinf achung der Verf ahrensfuhrung ist aufeerdem 
vorgesehen, da£ die Schmelzpunkte der Primerbindungssequenz- 
abschnitte PBS1, PBS2 und der Identif izierungssequenzab- 
schnitte IDS im wesentlichen gleich sind. 
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Nach einer weiteren Verf ahrensvariante wird eine erste Nu- 
kleinsauresequenz N(I)1 in einer Amplif izierungsreaktion ver- 
vielfaltigt (Fig. 3a und b) . im Reaktionsansatz befinden sich 
aufierdem molecular beacons, die zu den Identif izierungsse- 
quenzabschnitten komplementare Nachweissequenzabschnitte 
IDPl-n aufweisen. Die molecular beacons MB sind in Form einer 
Haarnadelschleif e ausgebildet. Im Bereich der Enden der mole- 
cular beacons befinden sich eine fluorophore Gruppe Fll, F12, 
F13 sowie in gegentiberliegender Anordnung ein Quencher Ql, 
Q2, Q3. 

Sobald eine ausreichende Anzahl erster Nukleinsauresequenzen 
N(I)l-n durch Amplif ikation hergestellt worden ist, kommt es 
zur spezifischen Hybridisierung des Identif izierungssequenz- 
abschnitts IDSl-n mit dem dazu komplementaren Nachweisse- 
quenzabschnitt IDPl-n. Dabei wird die raumliche Beziehung 
zwischen dem Quencher Ql, Q2, Q3 und der fluorophoren Gruppe 
Fll, F12, F13 aufgehoben. Eine spezifische Fluoreszenz ist 
beobachtbar (Fig. 3d) . 

Durch die Verwendung verschiedener Fluorophore Fll, F12, F13 
in den molecular beacons MB ist eine Unterscheidung von ver- 
schiedenen Identif izierungssequenzabschnitten IDSl-n moglich. 

Bei der in Fig. 4a - c gezeigten Verf ahrensvariante wird die 
Amplif ikation mit einem ersten Primer PI durchgef uhrt , der 
mit einer fluorophoren Gruppe Fll markiert ist. Bei der Ver- 
wendung von Nukleinsauresequnezen mit identischem Identifika- 
tionssequnenzabschnitt IDS kann eine Unterscheidung durch die 
Benutzung unterschiedlicher Primerbindungssequenzabschnitte 
erfolgen, die jeweils mit spezifischen fluorophoren Gruppen 
markiert sind. 
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Zur Identifikation des Identif ikationssequenzabschnitts IDS 
wird die bei der Amplif ikation mit der fluorophoren Gruppe 
Fll hergestellte Nukleinsauresequenz mit einer komplementaren 
Nachweisnukleotisequenz IDP in Kontakt gebracht, die an einem 
vorgegebenen Ort einer festen Oberflache gebundenen ist. Die 
dann an dem vorgegebenen Ort auftretende Fluoreszenz kann 
mittels eines herkommlichen Nachweisgerats erfafct werden 
(siehe Fig. 5a - c) . 

Nach einer weiteren Verfahrensvariante sind die Nukleinsaure- 
seguenzen Nl-n mit Kopplungsgruppen verbunden, die eine Bin- 
dung an weitere Substanzen ermoglichen. Zu diesen Kopplungs- 
gruppen gehoren Bio tin, Aminolinker, Thiolgruppen oder Hapte- 
ne, wie Digoxigenin. Mit diesen Kopplungsgruppen kann die Nu- 
kleinsauresequenz Nl-n an spezifisch zu markierende Molekiile 
gebunden und/ oder markiert werden. 

Es konnen mittels der allgemein mit KG bezeichneten Kopp- 
lungsgruppen unterschiedliche Antikorper mit der erfindungs- 
gemaSen Nukleinsauresequenz Nl-n eindeutig markiert werden. 
Die Bindung kann uber ein ProteinA/Streptavidin- 
Fusionsprotein vermittelt werden. Dieses Protein bindet die 
konstante Region von Antikorpem und vermittelt eine Affini- 
tat zu Biotin. Biotinylierte Nukleinsauresequenzen binden an 
solche Antikorper. Damit ist eine Selektion moglich. In den 
Fig. 6 a - d ist eine solche Selektion gezeigt. Antikorper A, 
B, C, D und Z sind mit den Nukleinsauresequenzen Nl, N2 , N4, 
N49 und Nn markiert. Die Antikorper A, B. C, D und Z werden 
mit einer Matrix in Kontakt gebracht, auf der verschiedene 
Antigene A', C 1 , X', D ' und Y" fixiert sind. Die AnVLkorper 
A, C, D, deren Antigen A', C" und D' auf der Matrix fixiert 
ist, werden spezifisch gebunden (Fig. 6b). Nach dem Entfernen 
der nicht an die Matrix gebundenen Antikorper B, Z durch Wa- 
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aus Virushiillen oder virus-like-particles bestehende Partikel 
konnen Verwendung finden. Die Partikel P konnen auch aus 
Stoffen hergestellt sein, die DNA komplexieren, wie z.B. Po- 
lylysin oder DNA-bindende Proteine. 

Die Partikel P konnen mit mehreren Nukleinsauresequenzen Nl-n 
markiert sein. Ein Partikel P kann somit einen Zahlencode 
nach dem vorgenannten Beispiel tragen. In den Fig. 8a-d ist 
die Herstellung eines markierten Partikels P beispielhaft 
dargestellt. Die Nukleinsauresequenz Nl-n tragt an ihrem ei- 
nen Ende eine Biotingruppe (Fig. 8a) . Verschiedene solcher 
biotinyliarten Nukleinsauresequenzen werden im gleichen mola- 
ren Verhaltnis gelost (Fig. 8b) . Zur Losung wird eine vorge- 
gebene Menge an Partikeln P gegeben, die beispielsweise mit 
Streptavidin beschichtet sind (Fig. 8c) . Es bildet sich zwi- 
schen Biotin und Streptavidin eine Bindung. Die Nukleinsaure- 
sequenzen Nl-n werden so auf dem Partikel P gebunden (Fig. 
8d) . Es konnen auf dem Partikel P selbstverstandlich rnehrere 
Nukleinsauresequenzen Nl-n des gleichen Typs gebunden sein. 
Das erhoht die Reaktionssicherheit bei der Amplif ikation. 

Die Partikel P besitzen vorzugsweise eine GroSe von 1 \im bis 
100 |im. Sie konnen f luoreszierend oder durch eine Bindungsre- 
aktion mit anderen Stoffen f luoreszenzmarkiert sein. Durch 
ihre Grofie und fluoreszente Eigenschaft konnen die Partikel P 
mittels eines Partikel-Sortierers sortiert und isoliert wer- 
den. Das ermoglicht die Identif izierung von Numerierungen 
einzelner Partikel P, die Teil einer Mischung mehrerer Parti- 
kel P sind. 

Nach einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung konnen auch 
die Partikel P Kopplungsgruppen KG aufweisen, die zur Bindung 
an die zu markierende Substanz geeignet ist (Fig. 9a) . Zu 
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diesen Gruppen gehoren Biotin-, Aminolinker-oder Thiolgruop- 
pen. Sie konnen beispielsweise am Ende der Nukleinsaurese- 
quenz Nl-n angebracht sein. Die Kopplungsgruppen KG werden an 
den Partikel vorzugsweise uber Spacermolekiile L gebunden 
(Fig. 9b) . 

Fig. 9c zeigt ein Partikel P mit freien Kopplungsgruppen KG. 
Fig. 9d zeigt ein Partikel P, bei dem Substanz S an die Kopp- 
lungsgruppen KG gebunden ist. 

Die Substanz Sl-n kann beispielsweise mit einem potentiellen 
Rezeptor R umgesetzt werden (Fig. 10a). Der Rezeptor R kann 
mit einem fluorophoren Molekul markiert sein (Fig. 10b). Par- 
tikel P, die einen Liganden des Rezeptors R tragen, werden 
vom Rezeptor R gebunden. Die den Rezeptor R aufweisenden Par- 
tikel P konnen aufgrund ihrer GroSe und Fluoreszenz mittels 
eines Fluoreszenz-aktivierten Partikel-Sortierers von Parti- 
keln P getrennt werden, die keinen Rezeptor R gebunden haben 
(Fig. 10c). Die Identif izierung der gebunden Substanz kann 
anhand des Identif ikationssequenzabschnitts IDS der Nuklein- 
sauresequenz Nl-n erfolgen. 
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Bezugszeichenliste 

Nl-n Nukleinsauresequenz 

N»l-n weitere Nukleinsauresequenz 

IDSl-n identifizierungssequenzabschnitt 

IDPl-n Nachweissequenzabschnitt 

IDS-A, IDS-B Teilabschnitt 

PBS1 erster Primerbindungssequenzabschnitt 

pBS2 zweiter Primerbindungssequenzabschnitt 

KG , A , B , C , D , Z Kopplungsgruppen 

L spacermolekul 

S Substanz 

r Rezeptor 

Fll fluorophore Gruppe 

P Partikel 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Markierung und Identif izierung von festen, 
flussigen und gasfdrmigen Substanzen (Sl-n) , 

wobei zur Markierung aus einer ersten Gruppe vorgegebener je- 
weils einen Identif izierungssequenzabschnitt (IDSl-n) aufwei- 
senden Nukleinsauresequenzen (Nl-n) mindestens eine ausge- 
wahlt und zur Substanz (Sl-n) hinzugefiigt wird, 

wobei zur Identif izierung eine zweite Gruppe weiterer Nu- 
kleinsauresequenzen (N'l-n) vorgesehen ist, die jeweils einen 
zu einem der Identif izierungssequenzabschnitte (IDSl-n) kom- 
plementaren Nachweissequenzabschnitt (IDPl-n) aufweisen, 

wobei erste Schmelzpunkte von aus den Identif izierungsse- 
quenzabschnitten (IDSl-n) mit den dazu komplementaren Nach- 
weissequenzabschnitten (IDPl-n) gebildeten Hybriden sich aim 
hochstens 5°C voneinander unterscheiden und 



zweite Schmelzpunkte von aus den Identif izierungssequenzab- 
schnitten (IDSl-n) und Nachweissequenzabschnitten (IDPl-n) 
gebildeten nicht vollstandig komplementaren Hybriden urn mehr 
als 5°C niedriger sind als der niedrigste der ersten Schmelz- 
25 punkte und 

wobei zur Identif izierung die aus der ersten Gruppe ausge- 
wahlte/n Nukleinsauresequenz/en (Nl-n) mit den weiteren Nu- 
ll kleinsauresequenzen (N'l-n) der zweiten Gruppe unter vorgege- 
30 benen Hybridisierungsbedingungen in Kontakt gebracht und die 
Hybridisierung nachgewiesen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Identif izierungsse- 
quenzabschnitt (IDSl-n) zwischen zwei Primerbindungsequenzab- 
35 schnitten (PBS1, PBS2) sich befindet. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei jeweils zwei Nu- 
kleinsauresequenzen (Nl-n) einen Teilabschnitt (IDS-A, IDS-B) 
eines gemeinsamen Identif izierungssequenzabschnitts (iDSl-n) 
an ihrem 5 1 -Ende aufweisen und an den Teilabschnitt (IDS-A, 
IDS-B) ein Primerbindungssequenzabschnitt gebunden ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Teilabschnitte 
(IDS-A, IDS-B) teilweise komplementar zueinander sind. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Primerbindungssequenzabschnitte (PBS1, PBS2) den gleichen 
Schmelzpunkt aufweisen. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenzen (Nl-n) , vorzugsweise mittels PCR 
und unter Verwendung f luoreszierender Primer, amplifiziert 
werden . 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenzen (Nl-n) an mindestens einem Ende mit 
einem Stoff verbunden sind, welcher einem durch Exonuklease 
bedingten Abbau entgegenwirkt . 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenz (Nl-n) mit einer Kopplungsgruppe (A, 
B, C, D - 2) versehen ist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Kopplungsgruppe (A, B, C, D - Z) aus der folgenden Gruppe 
ausgewahlt ist: Biotin-, Amino-, Thiol-Gruppe oder Hapten. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
an die Nukleinsauresequenz (Nl-n) ein eine fluorophore Gruppe 
(Fll-n) tragendes Molekiil gebunden ist. 
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11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Kopplungsgruppe (A, B, c. D, - z, mit einer fluorophoren 
Gruppe markiert ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nuklexnsauresequenzen (Nl-n) an die Substanz (si-n) ge- 
bunden und als Substanz (Sl-n, einer der folgenden Stoffe 
verwendet wird: Antikorper, Lektine, Rezptoren, Nukleotid- 
Seguenzen, PNA-Sequenzen, Peptide, Proteine, Zucker, Liga n- 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nuklexnsauresequenzen (Nl-n) an Partikel (P) ge bunden 
Oder darin eingeschlossen sind. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
dxe Partxkel (P) eine Gr6*e von 30 nm bis 3 mm aufweisen. 

20 15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Partxkel (P, silica-, Polystyrol-, Polyvinylchlorid- , Po - 
lyethylen, Nylon- oder Glasmilch-Partikel sind. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
25 das Partxkel (P, ein virales Kapsid oder ein virus-like- 
particle ist. 
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17 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
Dede der weiteren Nukleinsauresequenzen (N'l-n) an einem vor- 
gegebenen Ort einer festen Oberflache, vorzugsweise auf einem 
Chip, exner Mikrotiterplatte oder Folie, gebunden ist. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
dxe Hybridisierung eines Identif izierungsseguenzabschnitts 
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uZ'll 11 fc "* 1 -«" fe - ""oweisse^enzabschnitt 

UDPl n) mittels Fluoreszenz nachgewiesen „ird. 

19 Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprflche „obei 
onnscanz (Sl-n) zugetiigt werden. 

20. Verfahren nach einen, der vorhergehenden Ansproche wobei 
*. ^ernsaureseguenzen , N1 -n, md/oder aie L^'J^ 
Meznsaureseguenzen «.!_, synthetisch hergestem ^ 

anstatt der Nukleznsaurezeguenzen bz„. der weiteren Nuklein 
saareaeguenzen Ch im are aua KuWeinsanren and NuUeinsLal 
log.. wze PTO Oder PWA, verwendet werden ln ^ureana- 
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A 50 Markierungsstoffe 

I 

B Aufteilung in 5 Gruppen zu 
je 10 Markierungsstoffen 

C Zuordnung einer Ziffer von 0 bis 9 
zu jedem Markierungsstoff 
einer 5 Gruppen 

D Zuordnung von Einer, Zehner, 

Hunderter, Tausender und Zehntausender 
zu jeweils einer der funf Gruppen 

E Auswahl je eines Markierungsstoff 
aus jeder der funf Gruppen zur 
Kodierung einer funfstelligen Zahl 

F Entschiusselung der kodierten Zahl 
durch Identifizierung der funf 
Markierungsstoffe 
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